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摘 要 
背景和目的：PKM2 作为丙酮酸激酶（pyruvate kinase isoenzyme，PK）家族成员，
在肿瘤中呈现高表达，并且在肿瘤能量代谢过程中起到关键作用。近期研究发现，
PKM2 还具备转录因子活性，参与调控细胞增殖与迁移侵袭，在恶性肿瘤的发生
发展中发挥重要作用。我们研究发现，胃癌细胞株 BGC823 及 AGS 中基因沉默
PKM2 后，促进了顺铂诱导的细胞凋亡，由此表明 PKM2 可以减低胃癌细胞对化
疗药物的敏感性，但具体机制有待探索，我们的研究旨在明确基因沉默 PKM2
在胃癌细胞凋亡及耐药方面的作用及相关分子信号通路。 
方法：首先，运用短发夹 RNA（shRNA）稳定转染胃癌细胞株 BGC823 和 AGS，
抑制内源 PKM2 表达，并且应用化疗药物顺铂处理细胞。随后，通过一步法
TUNEL细胞凋亡及流式细胞术检测细胞凋亡情况；通过 RT-PCR在 mRNA 水平
对凋亡相关基因表达进行检测；通过 western blot 及 caspase8/9 活性检测实验在
蛋白水平对凋亡相关分子的表达及磷酸化水平进行检测。由此，初步探讨基因沉
默 PKM2 后，胃癌细胞凋亡情况及相关分子生物学机制。 
结果：一步法 TUNEL细胞凋亡及流式细胞术显示，与对照组相比，随顺铂诱导
浓度梯度的增加，基因沉默 PKM2 的实验组中凋亡比例明显增加；Western blot
结果显示，基因沉默 PKM2 的实验组中, P53 总量及其磷酸化水平、Fas、FADD、
Bid、Caspase8、Caspase9、Caspase10、Caspase3 及剪切底物 PARP 表达量明显
增加；Caspase8/9 活性检测结果显示，基因沉默 PKM2 增强了 Caspase8、Caspase9
的酶活性；RT-PCR结果显示，基因沉默 PKM2 的实验组中,Caspase3、Caspase8、
Caspase9、Caspase10、Fas、FADD、Bid 及 P53 的 mRNA 表达量较对照组明显
增高。 
结论：基因沉默 PKM2，通过促进 P53 介导的 Fas 通路依赖性的细胞凋亡，增强
了胃癌细胞对化疗药物顺铂的敏感性。因此，PKM2 可以作为肿瘤治疗的一个潜
在的靶基因。 
关键词：M2 型丙酮酸激酶（PKM2）；胃癌；细胞凋亡
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
II 
Abstract 
Background and Aims: The M2 splice isoform of pyruvate kinase (PKM2) as a 
member of pyruvate kinase isoenzyme family , highly expressed in tumor cells, and  
plays an important role in the process of tumor metabolism. The latest study finds that 
PKM2 has an activity of transcription factor , participate in regulation of cell 
proliferation and migration, and plays an important role in the emergence and 
development of malignant cancer. Our study demonstrate that silencing PKM2 
enhanced cell apoptosis with cisplain in BGC823 and AGS gastric cancer cell lines,  
which implys that PKM2 decrease the sensitivity of cisplain in gastric cancer cells, 
but the concrete mechanism of this is not clear. Our study aims to ensure the function 
of PKM2 plays in the process of apoptosis and drug resistance in gastric cancer cells 
and its related molecular signal pathways. 
Methods: We first employed stable transfection with short hairpin RNA to inhibit  
the endogenous expression of PKM2 and use cisplain to treat cells in the BGC823 and 
AGS gastric cancer cell lines. Then we use one step TUNEL assay and Flow 
Cytometry analysis to detect the proportion of apoptosis. At the same time, we use 
RT-PCR test the apoptosis related genes in the expression of mRNA levels. Except 
that, we use western blot and the detection of caspase8/9 activity to examine apoptosis 
related moleculars and its phosphorylation levels to explore the molecular biological 
mechanism of apoptosis in gastric cancer cells with silenced PKM2 . 
Results: TUNEL cell apoptosis assay and Flow Cytometry indicate that the number of 
cell apoptosis in BGC823 and AGS gastric cancer cell lines with PKM2 knockdown 
increases with the promotion of concentration of cisplain compared with the control 
group. Western blot displays that the expression of total P53, P-P53 , Fas, FADD,Bid 
and the family member of Caspase, such as Caspase8, Caspase9，caspase10 ,Caspase3 
and its cleaved substrate PARP increases in BGC823 and AGS gastric cancer cell lines 
with PKM2 knockdown.The detection of Caspase8/9 activity demonstrates that The 
enzyme activity of caspase8/9 increased with silenceing of PKM2. RT-PCR 
demonstrates that the mRNA expression of caspase3, caspase8，caspase9，caspase10，
Fas ,FADD,Bid and P53 elevates in BGC823 and AGS gastric cancer cell lines with 
PKM2 knockdown compared with the controls. 
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Conclusion: Silencing of PKM2 promotes Fas dependent apoptosis via P53 mediated 
and enhances gastric cancer cells to the sensitivity of chemotherapy drug of cisplain, 
therefore, PKM2 can sever as a target gene in the process of tumor therapy. 
 
 
Key words: The M2 splice isoform of pyruvate kinase (PKM2) ; Gastric cancer; Cell 
apoptosis 
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第 1 章  前 言 
1 
第 1章  前 言 
1.1 M2型丙酮酸激酶 
正常机体在氧气存在的情况下，主要通过糖酵解、三羧酸循环以及氧化磷酸
化三部曲进行代谢，消耗大量的葡萄糖而最终产生 CO2 和 H2O，而肿瘤细胞代
谢恰好与此相反，无论氧气供应充足与否，主要以糖酵解的方式进行代谢，消耗
大量的葡萄糖，而最终产生乳酸，这一现象被德国生物化学家瓦伯格命名为肿瘤
细胞的有氧糖酵解，即 Warburg效应[1]。在糖酵解途径中，丙酮酸激酶 PK 作为
糖酵解最后一步限速反应的关键酶，能够催化磷酸烯醇式丙酮酸生成丙酮酸，同
时释放 1 分子 ATP。在哺乳动物细胞中，丙酮酸激酶 PK 包含了四种亚型，M1
型、L型、R型及 M2 型，它们的表达类型和调节方式可能影响到不同组织的功
能特异性以及能量需求；其中 PKM1 主要表达于成人肌肉、大脑、膀胱细胞以
及成纤维细胞，PKL 表达于肝脏及肾脏，PKR 表达于红细胞，PKM2 表达于成
人肌肉、大脑、肝脏以外的大多数细胞，尤其在肿瘤细胞中呈现高表达，四种亚
型的表达均受到组织特异性启动子及选择性剪切的调节。PKL 型及 PKR 型由
PKLR 基因编码，其中 PKLR 基因上游启动子能够驱使红细胞中 PKR 亚型全长
的表达；PKM1 及 PKM2 相差 23 个氨基酸，由 PKM 基因编码（包含 12 个外显
子），是其共同的前体 mRNA 经不同的选择性剪切的产物，PKM1 包含外显子 9，
PKM2 包含外显子 10[2]。 
1.1.1 M2型丙酮酸激酶的活性形式 
PKM2 存在低活性的二聚体及高活性的四聚体两种形式，四聚体形式的
PKM2 对其底物磷酸烯醇式丙酮酸有着极强的亲和力，能够催化葡萄糖转化为丙
酮酸，用于能量的产生。而二聚体形式的 PKM2 与底物磷酸烯醇式丙酮酸的亲
和力低，这就导致了糖酵解上游一系列中间代谢产物的大量堆积，从而为生物大
分子的合成创造了条件[3]。肿瘤的生长离不开蛋白质、脂质及核酸等生物大分子
的营养供应，这就是为什么恶性肿瘤细胞主要表达二聚体形式的 PKM2 的原因。
以往对 PKM2 的研究主要集中于 PKM2 对肿瘤细胞糖代谢的影响，而美国德克
萨斯大学脑肿瘤中心的杨伟伟带领他的团队于 2011 年在 Nature 上发表一篇文
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章，讲到在体外 EGF 的刺激作用下，PKM2 能够转位入核，与β -catenin相互作
用，从而能够促进 CCND1 启动子对有关蛋白的招募，影响 HDAC1 从启动子移
除，组蛋白 H3 型的乙酰化以及细胞周期蛋白 cyclinD1 的表达[4]，这一研究成果
的发表表明了 PKM2 不仅参与肿瘤细胞的有氧糖酵解，而且在肿瘤的细胞信号
转导过程中发挥着举足轻重的作用。 
1.1.2 M2型丙酮酸激酶的表达及生物学功能 
研究表明，PKM2 在肿瘤细胞中呈现高表达。然而，PKM2 是通过何种机
制协调肿瘤细胞高能量代谢以满足肿瘤细胞增殖尚未可知。但有学者发现多种恶
性肿瘤，如胃肠道肿瘤、胰腺癌、肾细胞癌、肺癌以及卵巢癌等患者循环血液中
PKM2 表达水平增高，且血清 PKM2 水平高低与肿瘤进展存在明显的相关性，并
通过动物实验证明血清 PKM2 是通过促进肿瘤血管形成而影响肿瘤生长的。同
时提议将循环血 PKM2 表达量高低作为肿瘤诊断及预后的分子标记物[5]。然而，
PKM2 是通过何种机制释放入血，在血液中又以怎样的形式存在还有待研究。 
作为糖酵解途径的关键酶，PKM2 主要表达于细胞质，然而，在外界因素的
刺激作用下，PKM2 可以转位到细胞核。近年来，越来越多的研究集中于 PKM2
对肿瘤细胞学功能，如增殖、迁移、侵袭以及血管生成的影响以及导致肿瘤发生
发展的生物学机制。有文献报道，PKM2 可以诱导 STAT3 的转录进而促进结肠
癌、胃癌细胞的迁移以及胆道恶性肿瘤的侵袭[6]。肿瘤血管生成是促进肿瘤细胞
成长及侵袭所必须的，研究发现，在进展期胃癌中 PKM2 的表达与血管内皮生
长因子 VEGF 水平成明显的正相关[7]。此外，肿瘤细胞中 PKM2 的表达与细胞死
亡及细胞耐药密切相关。胃癌细胞中 PKM2 的高表达能够增强 NF-KB（P65）的
稳定性进而促进抗凋亡蛋白 BCL-XL 的表达。同时，基因沉默 PKM2 能够促进
caspase3/7 的表达及其底物 PARP 的剪切，导致脑胶质瘤细胞集落形成减少[8]。
在 Cos-7 细胞中，在不同的凋亡试剂如紫外线照射以及过氧化氢的作用下，能够
诱发 PKM2 发生核转位。表达 PKM2 以及 SV40 病毒大 T抗原 NLS 的融合蛋白
能诱导 caspase 依赖的程序性细胞死亡[9]。相反，白介素 3 介导的 PKM2 的核转
位对依赖 JAK2 的细胞增殖却是必须的。 
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1.1.3 肿瘤发生中 M2型丙酮酸激酶的调节 
1.1.3.1 PKM 基因转录的调节 
PKM 基因的启动子由 3 个顺式作用区及 3 个 GC 盒组成，GC 盒突变能够导
致启动子活性降低 50%[10]，PKM 启动子上有包含 SP1 及 SP3 在内的 5 个结合位
点，葡萄糖能够促进 SP1 的去磷酸化，从而增加 SP1 的 DNA结合活性以及 PKM2
的表达，而 PKM2 的表达对肿瘤细胞的增殖又是必须的[11]。相反，SP3 的过表达
能够抑制 PKM 基因启动子活性。而胰岛素的应用却能诱导 PKM 启动子活性，
在 PTEN 缺乏的脂肪肝细胞中，PPARY能够结合己糖激酶 2 及 PKM 启动子而促
进其转录。PKM2 基因的表达受到 microRNA（非编码 RNA，与特异性 mRNA
结合促进其降解并抑制基因转录）的调节，miR133-a 及 miR133-b 均能抑制 PKM
基因的转录。与正常上皮细胞相比，在舌鳞状细胞癌中这些 microRNA 的表达量
明显减低[12]。 
1.1.3.2 PKM 基因前体 mRNA 选择性剪切的调节 
PKM 基因的表达不仅受转录水平的调节，也受到 PKM 基因前体 mRNA 选择
性剪切的调节。PKM1 与 PKM2 是 PKM 基因前体 mRNA 选择性剪切的产物。
在成人组织中低表达 3 个异构体，即核糖核蛋白 hnRNP（hnRNP1、hnRNPA1 及
hnRNPA2）。然而，研究发现，在增殖旺盛的胚胎细胞及肿瘤细胞中，PTB、
hnRNPA1 及 hnRNPA2 在癌基因转录因子 c-myc 的作用下表达量却上调，然后上
调的 PTB、hnRNPA1 及 hnRNPA2 能够结合到 PKM 基因剪切信号侧翼序列的外
显子 9 并抑制其表达[13, 14]。此外，研究还发现，位于β -catenin下游的 c-myc 可
以通过增加葡萄糖转运体 GLUT1、乳酸脱氢酶 LDHA、核糖核蛋白 PTB以及依
赖 PTB的 PKM2 的表达进而促进瓦伯格效应的发生[15]。 
1.1.3.3 PKM2 酶活性的调节 
PKM2 的蛋白活性受到不同机制调节。1,6-二磷酸葡萄糖（FBP）是 PKM2
上游糖酵解的中间代谢产物之一，是 PKM2 的变构激活剂。有学者认为 PKM2
四聚体和二聚体形式之间的转换是动态的。四聚体形式的 PKM2 能够增强糖酵
解速率并降低 FBP 浓度，从而导致 PKM2 发生二聚体化。此外，研究表明，PKM2
还是一个磷酸酪氨酸结合蛋白（因为核 PKM2 能够结合酪氨酸磷酸化的β
-catenin 并使之激活）。PKM2 与磷酸酪氨酸的相互作用能够导致 1,6-二磷酸葡萄
糖（FBP）的释放并抑制 PKM2 的活性。而在肿瘤细胞中，PKM2 主要以二聚体
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的形式存在[16]。 
分子生物学研究表明，蛋白质的翻译后修饰（PTM）能增加蛋白质功能的多
样性，而且影响着正常细胞的生物学及病理生理过程，这些修饰包括磷酸化、糖
基化、泛素化、亚硝基化、甲基化、乙酰化、脂质化等[17]。许多蛋白质的翻译后
修饰能影响 PKM2 的催化活性。比如，PKM2 的酪氨酸 105 位点能在成纤维细胞
生长因子受体 1 的作用下发生磷酸化并抑制其四聚体的活性，此外，在肿瘤细胞
中表达 PKM2 Y105F 能够遏止蛋白质发生磷酸化修饰进而抑制肿瘤细胞增殖及
发展进程[18]。乙酰化修饰是蛋白质翻译后修饰的另一种常见方式，并在代谢通路
的调节过程中发挥着至关重要的作用。在细胞信号传导通路中，绝大多数中间代
谢酶受到乙酰化修饰调节，比如，在葡萄糖浓度较高时，PKM2 赖氨酸 305 位点
会发生乙酰化修饰，乙酰化的 PKM2 活性降低并能够与热休克蛋白 HSC70 相互
作用而促使其降解[19]。 
1.1.4 M2型丙酮酸激酶参与肿瘤生长的信号传导 
   PKM2 作为糖酵解途径的关键酶，还具有蛋白激酶的活性，在肿瘤细胞的信
号转导过程中发挥着重要作用。前期我们实验室课题组发现，基因沉默 PKM2
以后，在钙黏蛋白 E-cadherin表达阳性的胃癌细胞株 BGC-823 和 SGC7901 中，
E钙蛋白的活性减低并且 EGF/EGFR信号通路的信号传导增强，进而发生胃癌细
胞的迁移以及侵袭能力增强；然而，在 E-cadherin 表达阴性的胃癌细胞株 AGS
细胞中，基因沉默 PKM2 之后胃癌细胞的迁移以及侵袭能力却减弱[20]。这一结
论最终通过胃癌组织标本的免疫组织化学检测得到了验证，此外，我们还发现
PKM2 能够通过 EGF/EGFR 及 TGFβ/TGFβR 信号通路调控肝癌细胞的侵袭和迁
移。 
1.1.4.1 PKM2 与 EGF/EGFR 信号通路 
   表皮生长因子受体 EGFR 属于酪氨酸激酶 I 型受体家族，其家族成员包括
HER1、HER2、HER3 及 HER4 四种亚型，是广泛分布于人体各组织细胞膜上的
一种多功能糖蛋白。人 EGFR基因位于第 7号染色体 p13-q22区，全长 200kb，
含有 28个外显子，其编码的蛋白分子量约 170KD。EGFR基因由三部分构成，即
胞外区、跨膜区以及胞内区。在机体正常细胞中，在 EGF 的刺激作用下，能激
活细胞膜上的 EGFR 受体，EGF 与 EGFR 受体的特异性结合能使受体发生二聚
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